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ABSTRAKT

Hlavnim tématem této prace je spektrofotometrie. V prvni kapitole je teoreticky
popsana problematika daného tématu, dulezité jednotky a vztahy pro vypocet
absorbanci roztokli o danych koncentracich. Dale je zde popsan spektrofotometr, jeho
jednotlivé casti a princip, na kterém je pfistroj zalozen. Posledni kapitola teoretického
uvodu této prace je zaméfena na tvorbu ROS v zivych organismech a zejména
Vv rostlinach a dale je zde uvedeno n¢kolik spektrofotometrickych metod pro stanoveni
koncentrace ROS. V praktické ¢asti prace je popsana metoda vyuzivajici TiCls a metoda
vyuzivajici KI. Ob¢é metody byly pouzity pro stanoveni koncentrace peroxidu vodiku a
nasledné méfeni absorbance roztokli standardi peroxidu vodiku s pfidanymi
interferujicimi latkami. Poté je provedena statistickd analyza téchto namétenych dat a
posouzeni vlivu téchto interferentli na miru absorbance. Prvni ze zminénych metod se

ukézala jako vhodnéjsi pro danad méteni.

KLIiCOVA SLOVA

Absorbance, transmitance, Lambert — Beeriv zakon, vlnova délka,
spektrofotometrické metody, peroxid vodiku, interferujici latky.



ABSTRACT

The main theme of this work is spectrophotometry. The first chapter describes
the theoretical problems of the topic, relevant units and formulas for calculating the
absorbance of the solutions of given concentrations. Further disclosed herein is a
spectrophotometer, its individual parts, and the principle on which the unit is based. The
last chapter of the theoretical introduction to this work is focused on the production of
ROS in living organisms and especially in plants, and then there are some
spectrophotometric methods for determining the concentration of ROS. The practical
part describes the method using TiCl4 and method using KI. Both methods were used to
determine the hydrogen peroxide concentration and subsequent measurement of
absorbance of solutions of standard hydrogen peroxide added interfering substances.
Then, the statistical analysis of the measured data and the assessment of the impact of
these interferents to measure absorbance. The first of these methods proved to be
suitable for a given measurement.

KEYWORDS

Absorbance, transmittance, Lambert - Beer law, wavelength, spectrophotometric
methods, hydrogen peroxide, interfering substances.
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UvVOD

Spektrofotometrie dnes patfi k zakladnim optickym laboratornim metodam, bez
kterych se laboratoie neobejdou. Spektrofotometr, tak jak ho zndme dnes, musel projit

dlouhym vyvojem, nez se dostal na stil kazdé laboratofe.

Cilem této prace je sezndmeni se zadkladnimi pojmy a vztahy, déale o zakladnich
faktech o elektromagnetickém spektru a metody vypoctu neznamé koncentrace latky.
Hlavni naplni prace je popsani spektrofotometrickych metod, které by se daly pouzit ke
zjisténi koncentrace ROS. ROS se tvoii ve vSech aerobnich organismech napf.

v mistech ptenosu elektronti (mitochondrie, chloroplasty), ale také riznymi oxidazami.

Rostliny jsou v pribéhu svého Zzivota vystavovany puasobeni fady stresovych
faktorii, které mohou nejen omezovat jejich Zivotni funkce, ale pfimo poskodit jejich
organy a v krajnim piipadé to miiZze vést az k samotnému uhynuti rostliny. Vyzkumem
se vSak zjistilo, Ze ROS nejsou jen negativné puisobici molekuly, ale mohou také

regulovat expresi gentl, rist nebo interakci s patogeny.

Cilem prace je ov¢fit, jak tyto interferujici latky pfitomné v rostlindch, a tedy i

Vv analytu, mohou ovlivnit vlastni spektrofotometrické stanoveni peroxidu vodiku.



1 SPEKTROFOTOMETRIE

V chemickych, biologickych 1 medicinskych laboratofich je k dispozici fada
pristrojovych metod, pomoci kterych je mozné provést analyzu roztoki na zakladé
jejich interakce se svétlem. Tato prace bude zaméfena pouze na jednu z nich a to na

spektrofotometrii. [1]

1.1. Zakladni jednotky a vztahy pro spektrofotometrii

Svétlo, které projde vzorkem, je Castecné timto télesem pohlceno (absorbovano).
Tuto fyzikalni vlastnost popisuje veli¢ina, ktera se nazyva absorbance. Naproti tomu je
veli¢ina transmitance. Jednd se o veliinu, kterd vyjadiuje miru schopnosti télesa

vvvvvv

Lambert — Beeriiv zakon. [1]

1.1.1. Absorbance

Pokud monochromatické zateni (zafeni o dané vinové délce) o zafivém toku Po
projde vrstvou absorbujici latky o tloust'ce b, dojde k ¢asteénému pohlceni (absorpci)
tohoto zafeni, takze vychazejici elektromagnetické zafeni ma zafivy tok P, ktery je

niz8i, neZ zateni dopadajici na tuto latku. [1], [2]
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Obr. 1: Absorbance, ptevzato z: [I]

Mnozstvi absorbovaného zafeni je vyjadieno jako absorbance:
A=log(P,/P)=1og(1/T)=—log(T)

Rovnice 1: Vypocet absorbance [1]

Pokud nedochazi k zadné absorpci zafeni pii jeho prichodu latkou, dochazi
k absolutni transmitanci, ktera je rovna 100 % a absorbance je nulova. Pokud je veskeré

zateni pohlceno roztokem, tak transmitance je nulova a absorbance je rovna nekone¢nu.

Velikost absorpce elektromagnetického zéatfeni zdvisi na tfech faktorech a to na
vlnové délce zareni, koncentraci absorbujici latky v roztoku a na tlouStce meétené
vrstvy. Tloustkou méfené vrstvy je myslena vzdalenost na kyveté mezi mistem vstupu
zafeni a mistem vystupu zafeni. Tato vzdalenost se obvykle pohybuje do jednoho

centimetru. [1]

1.1.2.  Transmitance

Pokud nedochazi k absorpci zafeni pti jeho prichodu latkou, tak transmitance je
rovna 100 % a absorbance je nulova. Pokud je veSkeré zafeni pohlceno roztokem, tak

transmitance je nulova a absorbance je nekonecno.

Mnozstvi propusténého zateni mize byt vyjadieno jako transmitance:

9



T=PIP,

Rovnice 2: Vypocet transmitance

Casto se udava jako procento proslého zafeni. [1]

1.1.3. Lambert — Beeruv zakon

Empirické zjisténi Lamberta, Ze vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy a
transmitanci je exponencialni, vedlo k zavedeni dal$i veli¢iny absorbance A (stars$i
nazev extinkce nebo opticka hustota), kterd je definovana jako logaritmus ptrevracené

hodnoty transmitance nebo také jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance:
A=—log(T)

Rovnice 3: Absorbance

Beer dale prokézal, Ze absorbance je linearni funkci koncentrace absorbujici

latky c. [1]
Spojenim obou vztahti byl definovan Lambertiav-Beeriv zakon,
A=¢,.cb

Rovnice 4: Lambert - Beertiv zakon

kde A znaci absorbanci, €, linearni koeficient absorpce, ¢ je koncentrace roztoku a

b nam urcuje tloustku absorbujici vrstvy. [1]

Jak ukazuji tyto vztahy, tak absorbance je pfimo umérna tloust’ce absorbujici
vrstvy a koncentraci absorbujici latky. Tzv. molarni absorpéni koeficient (g3) je
konstanta, kterd odpovida absorbanci roztoku latky o danych hodnotach koncentrace (1
mol/l), tloustky vrstvy (1 cm) a za danych laboratornich podminek jako je teplota, tlak

nebo také slozeni roztoku. Pro hodnotu absorbance je podstatna vinova délka pouzité¢ho

10



svétla. Zvlasté proto se pii urCovani koncentrace latky provadi méfeni na maximu i na
minimu absorp¢ni kiivky. Zakon neni pouzitelny na vSechny vzorky, ale jeho platnost je
omezena na ziedéné roztoky pii pouziti pfisn¢ monochromatického svétla, kdy

absorbujici ¢astice nepodléhaji zadnym interakcim. [1]

11



2 SPEKTROFOTOMETR

Spektrofotometry jsou pfistroje méfici v oblasti viditelného i ultrafialového zateni
a jako monochromadtory jsou zde pouzity hranoly nebo mftizky. Jedna se o dokonalejsi

pfistroje, u kterych je mozno vinovou délku zafeni libovoln¢ ménit. [2]

Konstrukén€ se spektrofotometry déli na jednopaprskové a dvoupaprskové.
Jednopaprskovy spektrofotometr méti pouze vystupujici tok zareni. Proto je v tomto
pfipad¢ nutné provést dvé méfeni. Jeden svazek svétla prochdzi nejdiive srovndvacim a

pak méfenym vzorkem (kyvety obsahujici roztoky musi byt pohyblivé). [2]

U dvoupaprskovych spektrofotometrti probihaji v prostoru paprsky dva - referenéni
a srovnavaci. Do drahy srovnavaciho paprsku se vklada standard (nejcastéji stejna
kyveta s ¢istym rozpoustédlem), do drahy méficiho svazku kyveta s méfenym vzorkem.
Spektrofotometr pak vyhodnocuje podil signélu, ktery je umérny intenzit¢ dopadajiciho
meéficitho svazku po prichodu méficim vzorkem a signalu, ktery je imérny intenzité
dopadajiciho srovnavaciho svazku po prichodu standardem. Vysledny podil je pfimo

bran jako hodnota propustnosti vzorku. [2]

2.1. Zdroj svételného zareni

Zdroj svétla je soucast spektrofotometru vyzatujici svétlo, které déale prochazi
Casove stalé a dostatecné intenzivni po celou dobu méfeni. Jako zdroje zéfeni slouzi
elektricka zarovka s wolframovym vldknem (viditelna oblast — 400-800 nm),vodikova
vybojka (ultrafialovd oblast — 10-400 nm) a Nernstova tyCinka nebo rizné

zariCe(infraCervena oblast — 1-760 nm). [2]

2.2. Monochromator

Polychromatické zateni zdroje se po prichodu kondenzorem odrazi od zrcadla do
vstupni $térbiny monochromatoru. Po zachyceni a usméméni kolimatorovym
objektivem dopada polychromatické svétlo na odrazovou optickou miizku, ktera svétlo
rozlozi na barevné spektrum. Cast tohoto spektra je objektivem sméfovana na vystupni

Stérbinu  monochromatoru. Vystupni S$térbina vymezuje uzky svazek témét

12



monochromatickych paprskli. Mfizkou je mozno otacet pomoci volice vinovych délek a

soustfed’ovat takto na vystupni Stérbinu monochromatoru svétlo zadané vinové délky.

Monochromatické svétlo potom prochazi kyvetou se zkoumanym roztokem a

ptitom dochazi k jeho ¢aste¢né absorpci. [1]

Opticky hranol rozkldd4 polychromatické svétlo na jednotlivé barvy na principu
rizného lomu svétla. Svételné paprsky o kratsi vinové délce se lamou vice nez paprsky
s delsi vlnovou délkou. Tento zplsob rozkladu svétla se jiz v modernich pfistrojich

nepouziva. [2]

2.3. Absorpéni prostiedi

Absorpcni prostfedi pfedstavuje u spektrofotometru kyveta s méfenym vzorkem.
Existuje cela fada typl kyvet podle zpiisobu pouziti, velikosti a pouzitého materialu.
Podle velikosti délime kyvety na makro-, semimikro- a mikro-kyvety. [3]

Pti praci s kyvetami je dilezité dbat na jejich Cistotu. Kyveta méa dvé strany matné
a dvé prihledné. Pfed méfenim musi byt prihledné strany dokonale ¢isté, jelikoz nimi
prochazi svételny paprsek a sebemensi necistota by mohla ovlivnit vysledky méfeni. [3]

ey e

Urychluje a usnadniuje to praci v laboratofi. [3]

Pro méfeni absorbance ve viditelné Casti spektra jsou kyvety vyrdbény ze skla,
ptipadné umélé hmoty. Pro méfeni v UV oblasti musi byt kyvety vyrobeny z kfemitého

skla, ptipadné z kiemene. [3]

2.4. Detekeni systém

Detekéni systém je slozen z detektoru zafeni a elektronického zafizeni na
zpracovani jeho odezvy. Detektor prevadi zafivy tok na elektricky signal. Pro detekci
zateni ve viditelné oblasti se pouZzivaly selenové hradlové fotoclanky. Dnes se pouZivaji
fotonky nebo fotonasobice, fotoodpory apod. Signal z detektoru se zpracovava v
zesilovaCi a jeho vystup se zobrazi na Cislicovém displeji. Miniaturizace a rozvoj
novych technologii vedl v této oblasti k vyvoji a $ir§imu pouziti detektorti na principu
diodového pole. [3]

Diodové pole tvoii velké mnozstvi miniaturnich fotodiod na malé ploSe desticky,
13



na kterou dopadéd svételné zareni proslé absorpénim prostfedim nasledné rozlozené
monochromatorem na jednotlivé vlnové délky. Kazda fotodioda detekuje svételné
zéateni o razné vlnové délce. Prislusna vinova délka, vhodna pro stanovovanou latku, se

vybira elektrickym zapojenim pftislusné fotodiody a zmétenim jejiho fotosignalu. [3]

Svazek polychromatického zatreni vychazejici ze zdroje dopada na vstupni stérbinu
monochromatoru. Po rozkladu na reflexni miizce nebo hranolu vychazi z vystupni
Stérbiny svazek téméf monochromatického zafeni, které je charakterizovano intervalem
vlnovych délek, které projdou vystupni $térbinou. Stfedni hodnotou tohoto intervalu je
nastavend vlnova délka. Velikost intervalu je zavisld na konstrukci pfistroje. Po
prichodu absorpénim prostfedim dopadd monochromatické zatfeni na fotoelektricky

detektor a vznikly fotoproud je pfeveden na digitalni vystup. [3]

14



3 SPEKTROFOTOMETRICKE
METODY VE KVANTIFIKACI ROS

Trvalé ptsobeni ,,nevhodnych® podminek (faktorti vnéjSiho prostfedi) vnéjSiho
prostiedi na zivé organismy vcetné rostlin vede ke stresu. Odpovédi organismt na tento
stres mohou byt velmi rychlé. Mezi stresové faktory muzeme zahrnout nepiiznivé
pusobeni bakterii, hub, zivocichli, mikroorganismi, anebo tzv. alelopatii, coz je
nepiiznivy vliv jedné rostliny na druhou. Soubor téchto stresovych faktorli 1ze nazvat
jako biotické. Mezi abiotické stresové faktory fadime extrémni klimatické podminky,
jako jsou vysoké a nizké teploty, sucho a dale jsou tvofeny napiiklad nevhodnym

slozenim pudy. [4]

Vsechny tyto faktory aktivuji v rostliné tzv. signalni molekuly, které nesou
informaci o poskozeni dané rostliny (pletiva, bunky), a na zaklad¢ téchto informaci se
rostlina zacina ,,branit“ — dochazi ke spousténi kaskady protektivnich mechanismii, jak
enzymovych, tak neenzymovych. Mezi nejvyznamnéjsi signalni molekuly patii nékteré
reaktivni formy kysliku (ROS), zejména peroxid vodiku, a dale reaktivni formy dusiku
(RNS), zejména oxid dusnaty. ROS u rostlin hraji roli nejen signalnich molekul, ale
vystupuji rovnéz jako toxické meziprodukty aerobniho metabolismu. Pfi naruSeni
regulace jejich mnozstvi dochézi k poskozeni biomolekul a nasledné také bunék, pletiv,

celych organt, ptipadné celé rostliny. [4]

3.1. Reaktivni formy kysliku (ROS)

Reaktivni slouceniny kysliku, €ast&ji nazyvané jako ,,volné kyslikové radikaly*
jsou reaktivni slou€eniny, které vznikaji z kysliku. Tvorba reaktivnich forem kysliku
probiha u vSech rostlin, a to 1 pfi jejich rGstu v optimalnich podminkach. Za normalnich
rastovych podminek je produkce reaktivnich forem kysliku v bufice nizka, ale ptisobi-li
na rostlinu stresové faktory, které naru$i jeji bunécnou homeostdzu, dochazi k

vyraznému zvySeni koncentrace ROS v bunce. [4], [5]

Reaktivni formy kysliku se déli na dvé skupiny, a to na skupinu volnych radikala a
skupinu latek, které nejsou volné radikdly. K volnym radikalim reaktivnich forem
kysliku patii superoxid (O27), hydroxylovy radikal (OH'), peroxyl (ROO), alkoxyl
(RO), hydroperoxyl (HO2). K latkam, které nejsou volné radikaly a patii ke skupiné
reaktivnich forem kysliku fadime peroxid vodiku (H202) kyselinu chlornou (HCIO),
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ozon (Os), singletovy kyslik (*O,). U rostlin se nejéastéji tvoii singletovy kyslik (102),
superoxidovy radikal (Oz7), hydroxylovy radikal (OH'), hydroxylovy ion (OH),
perhydroxylovy radikal (O2H.) a peroxid vodiku (H20>). [4], [6]

Sloucenina Zkratky Strulotura Zdroj Biclogicks utinek
velmi silné oxidadni
éimdle, poikozeni
. . . DMNA,
Hydroxylovy oH O—H Haberova-Welssova reakee, peroxidace lipidé
radilal - Fentonova reakee . :
degradace proteinn,
produkce
CaHa
glvkolatoxidasza v
glyoxvsomech, osvétlene
chloroplasty mhibice fixace CO.,,
- PSII, mitochondne « makthvace
r d L ) pi'iti:-.m.nu;ri enz}mﬁ(z'..xuu'.'a
.er-::n H-O- H- [:l - O - H HNADH, f-oxidace mastnych cvklu, oxidace
vodiku R kyselin, Fe-5 proteiny sulfhyrdryhi
2 enzymove reakes (SO0, a flavonold, substrat
glvkolatoxidasa, aminoxidasa, oxidaini reakce
oxalatoxidasa (EC 1.2.3 4),
peroxidasy.)
excitovane chlorofylove mutageneze,
Singletni 9. Q-0 molekuly v mpletovém peroxidace lipidd,
kyslik - - stavn, znedisténd veduchu (MO, fotooxidace
Oy, atd.) amunokyseln
osveétlené chloroplasty, PSII a
P51 mutochondne -, limidia
v piitomnosti NADH, Fe-5 AP
- maktvace enzym,
proteiny. -:}'T.oc]"_rum . depolymenrzace
P430, Eli?:::;:i::;:jﬁzim red polysachandf, reakee =
E!H:FIIEI'nn:‘IIu'I._'}' 0" [D = D :I ém refikulu, herbicidy (paraguat H0; za h-ﬂrb?.GH"
anjonradikal 2 nitrofen) schopnost oxidovat
ENZVTOVE 1'eai:cE' siru, askorbit a
o ) HNADPH, redukovat
:ta.uTJ:lm.amd.a:a_ NAD(F)H cvtochrom ¢ a ionty
oxidasa, ko
aldehydoxidaza, urikasa (EC o
1.7.3.3).

Tab. 1: Piehled ROS, pievzato z: [I1]
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3.2. Spektrofotometrické stanoveni peroxidu vodiku

Peroxid vodiku je bezbarva, kapalna latka, jejiz bod varu se pohybuje mezi 115-
157 °C a bod tani je nizsi nez 50 °C. Peroxid vodiku muze vystupovat jako oxidacni
¢inidlo (za vzniku vody), nebo jako reduk¢ni ¢inidlo (tvorba kysliku) jak v kyselém, tak
alkalickém prostiedi. Peroxid vodiku je silngjsi kyselina nez voda. Je proto schopen
tvorit peroxidy a hydrogenperoxidy. Peroxid vodiku vznika v zivé buiice v prubehu fady
metabolickych procesti. Zvysend produkce peroxidu vodiku je spojena s obrannou
reakci rostlin vyvolanou puasobenim stresovych faktord. Peroxid vodiku vystupuje

jednak jako signalni, ale také jako obranna molekula. [7], [8]

Koncentraci peroxidu vodiku Ize stanovit fadou metod. Znamé jsou metody
luminiscen¢ni, nejcastéji pouzivajici Cinidlo luminol, 1 titraéni, mezi které patii
jodometrie, manganometrie nebo cerimetrie. Pro detekci v rostlinach se vSak nejcastéji

pouzivaji metody spektrofotometrické. [9]

3.2.1 Metoda vyuzivajici jodid draselny

Princip této metody spociva v reakci mezi jodidem draselnym (anorganicka
slou€enina, bila sil) a peroxidem vodiku. Kvantitativni pomér obou latek je 1:1. Pii

reakci vznika jod, ktery 1ze stanovit méfenim jeho absorbance pii 390 nm. [10]
2Kl +2H,0, —H,0+2KOH +1,

Rovnice 5: Reakce jodidu draselného s peroxidem vodiku

Metoda stanoveni peroxidu vodiku s vyuzitim jodidu draselného byla
modifikovana piidavkem Skrobu a manganistanu draselného jako katalyzatoru. V tomto
ptipad€ dochazi k posunu vinové délky, pii které¢ je monitorovan produkt. Absorbance
je detekovéna pti 570 nm. Metoda je linearni do 2,9 umol/I peroxidu vodiku. Jedna se o
pomerné Casto pouZzivanou metodu pii stanovovani peroxidu vodiku v rostlinnych

extraktech, metoda je experimentalné i finan¢né nenaroéna. [11], [12]
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3.2.2. Metoda s hydrochinonem a anilinem

Princip metody spociva v reakci hydrochinonu (organicka latka ze skupiny fenoli,
pevna latka vzhledu bilych granuli, rozpustny ve vod¢), ktery se za pfitomnosti
peroxidu vodiku oxiduje na p-benzochinon. Tento vznikly meziprodukt dale reaguje
s anilinem (bezbarva olejovita kapalina, organicka zasada) na kone¢ny produkt. Tento
produkt je spektrofotometricky métitelny pii 550 nm. Molybdenan amonny zde ptisobi

jako katalyzator. Metoda je linearni do koncentrace peroxidu vodiku 0,4 pmol/l. [13]

OH O

CEH
= H20; - anilin NHph
i - i"f | P
= .
NHph Nth”’ -
H O OH H
hydrochinon p - benzochinon
Rovnice 6: Reakce hydrochinonu s anilinem, pievzato z: [111]

3.2.3.Metoda s xylenolovou oranzi (FOX)

Princip metody spociva v oxidaci zeleza (II) na Zelezo (III) peroxidem vodiku, S
xylenovou oranzi, za ptitomnosti sorbitolu (alkoholicky cukr, nahradni sladidlo, vyroba
redukci glukozy), ktery funguje jako katalyzator. Reakce probihé v kyselém prostedi a
absorpéni maximum barevného komplexu se nachazi mezi A = 560 — 590 nm. Zelezo
(II) vytvafi s xylenolovou oranzi fialovy komplex, ktery je spektrofotometricky
mefitelny pii 560 nm. Metoda je linearni do koncentrace 2 pmol/l peroxidu vodiku. [12]
Zpisob metody FOX byl poprvé navrzen pro stanoveni peroxidu vodiku v ozarenych
vodnych roztocich. Vyhodou metody je rychlost a snadnd pouzitelnost. Metoda FOX
ma vSak 1 jisté nevyhody, ke kterym se fadi nizké citlivost na okolni kyslik a svétlo a
také jeji relativn€ nizka reprodukovatelnost. [14], [15]
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3.2.4.Metoda s Amplex Red

Princip metody spocivd v reakci Amplex Red s peroxidem vodiku v pfitomnosti
peroxidasy V kvantitativnim poméru 1:1 za tvorby resorufinu, ktery lze stanovit
méienim absorbance pti 570 nm nebo fluorescence. Pro vzorky, které obsahuji nizkou
koncentraci peroxidu vodiku, je vhodné pouzit fluorescencni méteni, které je linearni do
0,004 pmol/l koncentrace peroxidu vodiku a je citlivéjsi. Naopak pii vysSich
koncentracich je vhodné pouzit méfeni absorbance, tato metoda je linearni do 0,3 umol/l

koncentrace peroxidu vodiku.[16]

ﬂm/

O)\"'CHQ.

Rovnice 7: Reakce Amplex Red s peroxidem vodiku, pfevzato z: [111]

HO_~ HRP 0
\)\ \(Y + H,0O, - /\j f\\
“NN

3.2.5.Metoda s aminoantipyrinem a fenolem

Princip metody spociva v reakci aminoantipyrinu s peroxidem vodiku a fenolem za
pfitomnosti peroxidasy. Barevny produkt, chinonimin, této reakce lze stanovit méfenim
absorbance pfi 505 nm. Metoda je linearni do koncentrace 6 nmol/l peroxidu vodiku.
[17]

0 0]
HoN [ peroxidasa N*x = + HO
AAP +  fenol <+ | N@ - . @75{\ IN
/ 0
HC™ N N en
CH

4 - aminoantipyrin chinonimin

Rovnice 8: Reakce aminoantipirinu s peroxidem vodiku, pfevzato z: [I11]
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3.2.6. Metoda S aminoantipyrinem a
3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonovou kyselinou

Princip metody spociva v reakci oxidovaného aminoantipyrinu s DCHBS
kyselinou. Produkt ma rizovofialové zbarveni a lze jej stanovit méfenim absorbance pii
515 nm. Tato metoda se casto pouzivd ve sprazené reakci pii stanoveni

diaminooxidasové aktivity. [18]

POX +H;O, — POX-H:O;
POX-H;O: + AH>

POX+2H, 0+ A

Rovnice 9: Reakce aminoantipirinu s DCHBS, pievzato z: [111]

3.2.7. Metoda vyuzivajici TiCls

Princip metody je zalozen na reagencii chloridu titani¢itého (TiCls) s peroxidem vodiku
(H202) za vzniku kyseliny chlorovodikové (HCI) a produktu HO-OTIiCls. Vznika napf.
zluté zbarveny komplex métfeny pii vinové délce 410 nm. Produkt vstupuje do dalSich

reakci a podili se na pfeméné thiold na sulfonylchloridy a thiosulfonaty. [19]
Ticl, + H,0, —= HCl+ HO — OTiCl,

Rovnice 10:  Reakce chloridu titani¢itého s peroxidem vodiku
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4 CILE BAKALARSKE PRACE

V avodu prace je literarni reSerSe zaméfena na teoretickou aplikaci
spektrofotometrickych metod v kvalitativni a kvantitativni analyze reaktivnich forem
kysliku se zaméfenim na peroxid vodiku. Na zéklad¢ této reSerSe byly navrhnuty

vhodné aplikovatelné spektrofotometrické metody na stanoveni ROS.

Praktickd cast této prace se zaméfuje konkrétné na dvé vybrané
spektrofotometrické metody pro stanovovani ROS. Byla vybrana metoda vyuzivajici
jodid draselny a metoda vyuzivajici chlorid titani¢ity. Jednim z Ukoll bylo provést
posouzeni vlivu interferentli na vysledky spektrofotometrické analyzy. Jako interferujici
latky byly pouzity dvé kyseliny a to kyselina trans-skoficova a p-Kumarova. Byl
sledovan a zkouman vliv téchto interferujicich latek na hodnoty absorbance. Vysledky
byly zpracovany v programu EXCEL 2013 a STATISTICA 10.
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5 PRAKTICKA CAST

V tomto oddilu prace, budou literarni poznatky o spektrofotometrickych metodach
aplikovany do praxe. Byly vybrany dvé metody a to metoda vyuzivajici TiCls a KI. Jsou
zde porovnavany zakladni (kalibra¢ni) roztoky s roztoky s pfidanymi interferenty.
Ziskana data jsou vyhodnocovana statisticky pomoci programu STATISTICA 10 a
programu EXCEL 13. Déle byly urceny kalibracni kiivky pro rizné koncentrace
peroxidu vodiku a byly porovnavany s kiivkami jednotlivych interferentli pro obé
spektrofotometrické metody. Kalibrac¢ni kiivky jednotlivych interferentli byly ureny
z deviti kalibra¢nich bodt (0 — 60 umol/l) pro obé spektrofotometrické metody. Méfeni
probihalo pti dvou vinovych délkach 390 nm a 410 nm.

5.1. Pouzité chemikalie, pristroje a pomiicky

Chemikalie

Peroxid vodiku (H202) — Sigma Aldrich, USA, jako 50% roztok w/v ve vodé

Kyselina trans-skoticova (CoHgO2) -Sigma Aldrich, USA

Kyselina p-kumarova (CeHgO3) — Sigma Aldrich, USA

Destilovana voda Cistoty ACS — Sigma Aldrich, USA

Chlorid titani¢ity (TiCls) — Sigma Aldrich, USA, ¢istota 99,0 %

Jodid draselny (KI) — Sigma Aldrich, USA, BioUltra ¢istota 99,5 %

Ptistroje a pomticky

Mikropipety (Fisher Scientific, Biohit)

Zkumavky

Kadinky

Mikrotitra¢ni desti¢ky (Fisher Scientific)

Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (Bio-Tek, Ceska republika)
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5.2. Stanoveni absorbance roztoku TiCls metodou

Absorbance jednotlivych roztokt ve zvoleném rozsahu koncentraci byla stanovena
pomoci TiCls metody. Vsechny reagencie byly pfipraveny v Case potieby. Postup
metody byl upraven pro mikrotitracni spektrofotometrii. Méteni probihalo pti vinovych
délkach 390 nm a 410 nm za teploty 21 °C v kinetickém rezimu a po dobu dvou hodin
proti slepému vzorku. Hodnoty absorbanci byly zaznamendvany kazdé¢ dvé minuty.

Vsechna méteni byla provadéna v triplikatu.

Stanoveni absorbance roztoku standardu peroxidu vodiku

Do jamek mikrotitraéni desticky byl postupné napipetovan roztok standardu
(peroxid vodiku) pro pozadovany rozsah koncentraci 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15, 30, 60

umol/l, ¢inidlo (TiCls) a destilovana voda, o celkovém objemu 200 pl.
Stanoveni absorbance roztoku interferentu

Do jamek mikrotitracni desticky byl postupné napipetovan roztok standardu
(peroxid vodiku) pro pozadovany rozsah koncentraci 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15, 30, 60
umol/l, roztok interferentti (CoHgO2, CoHgO3) pro zvolené koncentrace 5 umol/l a 100

umol/l, ¢inidlo (TiCls) a destilované voda o celkovém objemu 200 pl.

5.3. Stanoveni absorbance roztokiu metodou vyuzivajici Kl

Absorbance jednotlivych roztokl ve zvoleném rozsahu koncentraci byla stanovena
pomoci metody s KI. VSechny reagencie byly pfipraveny v ¢ase potieby. Postup metody
byl upraven pro mikrotitra¢ni spektrofotometrii. Méfeni probihalo pii vinovych délkéach
390 nm a 410 nm za teploty 21 °C v kinetickém rezimu a po dobu dvou hodin proti
slepému vzorku. Hodnoty absorbanci byly zaznamendvany kazd¢ dvé minuty. VSechna

meéfeni byla provadéna v triplikatu.

Stanoveni absorbance roztoku standardu peroxidu vodiku

Do jamek mikrotitracni desticky byl postupné napipetovan roztok standardu
(peroxid vodiku) pro pozadovany rozsah koncentraci 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15, 30, 60

pumol/l, ¢inidlo (KI) a destilovana voda o celkovém objemu 200 pl.
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Stanoveni absorbance roztoku interferenta

Do jamek mikrotitratni desticky byl postupné napipetovan roztok standardu
(peroxid vodiku) pro pozadovany rozsah koncentraci 0, 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15, 30, 60
umol/l, roztok interferentii (CoHgO2, CoHgO3) pro zvolené koncentrace 5 pmol/l a 100

umol/l, ¢inidlo (KI) a destilovana voda o celkovém objemu 200 pl.
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6 VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT

Pro statistické vyhodnoceni namétenych dat byl nejprve pouzit Wilcoxonlv test
pro parové hodnoty. Poté byl proveden Kruskal — Wallisiv test. Oba tyto testy byly
pouzity pro obé metody i1 pro obé vinové délky.

6.1. Méieni absorbance metodou vyuzivajici TiCls

Kalibra¢ni kiivky peroxidu vodiku byly vypocteny metodou nejmensich ¢tverca z
deviti kalibra¢nich bodi (0 — 60 pmol/l). Méteni probihalo v triplikatu za vySe
uvedenych podminek a stanoveni bylo analyzovano v €asovém intervalu 120 minut
s jednotlivymi kroky méfeni po dvou minutach. Metoda vyuzivajici TiCls vykazovala
presnou linearni zavislost mezi absorbanci a koncentraci standardu v celém pracovnim
rozsahu. Diikazem jsou hodnoty spolehlivosti (R?), které se rovnaly hodnoté jedna.
Kalibraéni kiivky byly vytvofeny s ¢asovym odstupem 20 minut a nebyly mezi nimi
pozorovany zadné vyznamné rozdily. Kalibra¢ni kifivky standardu i S pfisluSnymi
rovnicemi regrese jsou uvedeny na Obr. 2 a 3 pro obé vinové délky (410 nm, 390 nm).
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Kinetika po 20 minutach

Kinetika po 40 minutach

Koncentrace | Absorbance | Smérodatnad | Koncentrace | Absorbance | Smérodatnd
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,054 0,002 0,000 0,054 0,003
0,500 0,321 0,015 0,500 0,321 0,014
1,000 0,604 0,023 1,000 0,604 0,023
2,500 1,472 0,035 2,500 1,473 0,034
5,000 2,865 0,045 5,000 2,845 0,038
10,000 5,600 0,086 10,000 5,600 0,086
15,000 8,550 0,138 15,000 8,550 0,138
30,000 17,100 0,236 30,000 17,100 0,236
60,000 34,200 0,357 60,000 34,200 0,357
Kinetika po 60 minutach Kinetika po 80 minutach
Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,055 0,003 0,000 0,056 0,003
0,500 0,321 0,014 0,500 0,320 0,014
1,000 0,605 0,024 1,000 0,605 0,024
2,500 1,475 0,038 2,500 1,475 0,038
5,000 2,830 0,043 5,000 2,830 0,040
10,000 5,600 0,086 10,000 5,600 0,086
15,000 8,550 0,138 15,000 8,550 0,138
30,000 17,100 0,236 30,000 17,100 0,236
60,000 34,200 0,357 60,000 34,200 0,357
Kinetika po 100 minutach Kinetika po 120 minutach
Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,056 0,003 0,000 0,056 0,003
0,500 0,321 0,014 0,500 0,322 0,013
1,000 0,604 0,022 1,000 0,604 0,024
2,500 1,476 0,034 2,500 1,471 0,036
5,000 2,813 0,049 5,000 2,818 0,048
10,000 5,600 0,086 10,000 5,600 0,086
15,000 8,550 0,138 15,000 8,550 0,138
30,000 17,100 0,236 30,000 17,100 0,236
60,000 34,200 0,357 60,000 34,200 0,357
Tab. 2:  Tabulka naméfenych hodnot standardu (H20,) pro TiCl, metodu (410 nm)
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Kinetika po 20 minutach
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Kinetika po 40 minutach
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Kalibra¢ni kiivky standardu (H20-) pro TiCl4 metodu (410 nm)
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Kinetika po 20 minutach

Kinetika po 40 minutach

Koncentrace | Absorbance | Smérodatnd | Koncentrace | Absorbance | Smérodatnd
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,061 0,003 0,000 0,061 0,004
0,500 0,309 0,014 0,500 0,310 0,013
1,000 0,572 0,023 1,000 0,573 0,023
2,500 1,381 0,031 2,500 1,382 0,032
5,000 2,672 0,040 5,000 2,662 0,038
10,000 5,345 0,086 10,000 5,345 0,086
15,000 8,017 0,138 15,000 8,017 0,138
30,000 16,034 0,236 30,000 16,034 0,236
60,000 32,068 0,357 60,000 32,068 0,357
Kinetika po 60 minutach Kinetika po 80 minutach
Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,062 0,004 0,000 0,063 0,004
0,500 0,309 0,012 0,500 0,309 0,013
1,000 0,574 0,024 1,000 0,574 0,024
2,500 1,385 0,035 2,500 1,384 0,033
5,000 2,655 0,036 5,000 2,649 0,035
10,000 5,345 0,086 10,000 5,345 0,086
15,000 8,017 0,138 15,000 8,017 0,138
30,000 16,034 0,236 30,000 16,034 0,236
60,000 32,068 0,357 60,000 32,068 0,357
Kinetika po 100 minutach Kinetika po 120 minutach
Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,063 0,004 0,000 0,063 0,004
0,500 0,310 0,013 0,500 0,310 0,012
1,000 0,573 0,023 1,000 0,573 0,024
2,500 1,385 0,032 2,500 1,381 0,034
5,000 2,647 0,050 5,000 2,641 0,048
10,000 5,345 0,086 10,000 5,345 0,086
15,000 8,017 0,138 15,000 8,017 0,138
30,000 16,034 0,236 30,000 16,034 0,236
60,000 32,068 0,357 60,000 32,068 0,357
Tab. 3: Tabulka naméfenych hodnot standardu (H-O-) pro TiCls metodu (390 nm)
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6.2. Vliv interferujicich latek u metody s TiCls

Jako interferujici latky u metody s TiCls byly pouzity kyseliny trans-skoficova a p-
kumarova, které se bézn¢ vyskytuji v piirodée a jsou velmi Castymi latkami v rostlinnych
extraktech. Ukolem této prace bylo zjistit vliv téchto latek na vysledky ziskané za

pouziti metody spektrofotometrického stanoveni peroxidu vodikuu.

Meéfeni bylo realizovéano pro dvé koncentrace u obou danych kyselin (5 umol/l, 100
umol/l).

Testovani vazeb interferujicich latek o koncentraci 5 pmol/l s TiCls

Potencialni vliv studovanych latek byl odecten na zdkladé odklonu stanovenych
kalibra¢nich ktivek s nizsi koncentraci testovanych interferentli oproti sklonu kalibracni
kiivky pro peroxid vodiku beéhem reakéni doby pro obé vlnové délky. Vliv interferentii
byl porovnavan po 40 minutach a po 120 minutach (Obr. 4, Obr. 6, Obr. 8, Obr. 10).
Absorbance odpovidajici rusivym latkdm o nizsi koncentraci vykazuji linearni pribéh,
po jednoduchém porovnani v rdmci jednotlivych vzorkd nebyl pozorovan zadny
systematicky rozdil a ziskané hodnoty jsou blizké tém, které odpovidaji standardu jak

Vv prubehu ¢asu, tak pro obé vinové délky.

Porovnani kalibra¢nich kiivek bylo doplnéno o boxploty (krabicovy graf).
Rozlozeni hodnot v téchto grafech opét ukazuje, ze nizké koncentrace interferentl
nemaji vliv na absorbanci jednotlivych roztokt (Obr. 5, Obr. 7, Obr. 9, Obr. 11).
Z téchto grafu lze vyc¢ist medianova hodnota, rozptyl, minimum a maximum.
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interferetd 5
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Obr. 4: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 pmol/l po
40 minutach pro metodu s TiCls pii vinové délce 410 nm
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Obr. 5: RozloZeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o koncentraci

5 pmol/l pro TiCls (410 nm)
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Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferet 5 umol/l
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Obr. 6: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 umol/l po
120 minutach pro metodu s TiCls pii vinové délce 410 nm
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Obr. 7: RozloZeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 5 pmol/l pro TiCls (410 nm)
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interfereti 5 nmol/l
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Obr. 8: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 umol/l po
40 minutach pro metodu s TiCls pii vinové délce 390 nm
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Obr. 9: RozlozZeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o koncentraci

umol/1 pro TiCls (390 nm)
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Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferett 5 umol/l
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Obr. 10: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 umol/l po
120 minutach pro metodu s TiCls pii vinové délce 390 nm
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Obr. 11: RozlozZeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 5 pmol/l pro TiCls (390 nm)

34



Testovani vazeb interferujicich latek o koncentraci 100 pmol/l s TiCl4

Potencialni vliv studovanych latek byl odecten na zakladé odklonu stanovenych
kalibracnich kiivek s vyssi koncentraci testovanych interferentii oproti sklonu kalibra¢ni
ktivky pro peroxid vodiku béhem reakéni doby pro obé vinové délky. Vliv interferentti
byl porovnavan opét po 40 minutach a po 120 minutach (Obr. 12, Obr. 14, Obr. 16, Obr.
18). Absorbance odpovidajici interferujicim latkam o vyssi koncentraci vykazuji téméf
linearni prabéh, po jednoduchém porovnani v ramci jednotlivych vzorkti nebyl
pozorovan zadny systematicky rozdil a ziskané hodnoty jsou blizké tém, které
odpovidaji standardu jak v prib&hu ¢asu, tak pro obé vinové délky.

Rozlozeni hodnot absorbance pii pouziti vyssi koncentrace interferentl se v danych
boxplotech (Obr. 13, Obr. 15, Obr. 17, Obr. 19) opét nijak vyrazné neprojevilo.
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interfereti 100 umol/1
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Obr. 12: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 100 umol/l
po 40 minutach pro metodu s TiCls pti vinové délce 410
nm
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Obr. 13: RozloZeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o koncentraci

100 pmol/1 pro TiCls (410 nm)
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Obr. 14: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 100 pmol/l
po 120 minutach pro metodu s TiCly pii vinové délce 410nm
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Obr. 15: RozloZeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interfereti 100 pmol/1

koncentraci 100 umol/l pro TiCls (410 nm)
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interfereti 100 umol/1
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Obr. 16: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 100 pmol/l
po 40 minutach pro metodu s TiCls pti vinové délce 390 nm
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Obr. 17: Rozlozeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o koncentraci

100 umol/1 pro TiCls (390 nm)
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Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferetti 100 pmol/l
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Obr. 18: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 100 pmol/l
po 120 minutach pro metodu s TiCly pii vinové délce 390 nm
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Obr. 19: Rozlozeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 100 pmol/l pro TiCls (390 nm)
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6.3. Méreni absorbance metodou vyuzivajici Kl

Kalibrac¢ni kiivky peroxidu vodiku byly vypocteny metodou nejmensich ¢tverct
z osmy kalibra¢nich bodt (0 — 30 pumol/l). V tomto piipadé bylo pouzito pouze osm
hodnot pro lepsi grafické znazornéni a rozlozeni hodnot podél kalibraéni kiivky. Méfeni
probihalo v triplikdtu za vysSe uvedenych podminek a stanoveni bylo analyzovéno v
¢asovém intervalu 120 minut s jednotlivymi kroky méfeni po dvou minutach. Metoda
vyuzivajici KI vykazovala téméf piesnou linearni zavislost mezi absorbanci a
koncentraci standardu v celém pracovnim rozsahu. Kalibra¢ni kiivky byly vytvoreny
S casovym odstupem 20 minut a nebyly mezi nimi pozorovany zadné vyznamné rozdily.
Kalibraéni kiivky standardu jsou uvedeny na obrazku €. 20 a 21 pro ob¢€ vinové délky
(410 nm, 390 nm).
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Kinetika po 20 minutach

Kinetika po 40 minutach

Koncentrace | Absorbance | Smérodatnd | Koncentrace | Absorbance | Smérodatnd
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,066 0,003 0,000 0,069 0,001
0,500 0,107 0,011 0,500 0,112 0,010
1,000 0,111 0,018 1,000 0,117 0,012
2,500 0,187 0,058 2,500 0,233 0,080
5,000 0,197 0,059 5,000 0,215 0,052
10,000 0,233 0,090 10,000 0,252 0,096
15,000 0,415 0,192 15,000 0,423 0,163
30,000 0,556 0,158 30,000 0,591 0,168

Kinetika po 60 minutach Kinetika po 80 minutdch

Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,070 0,001 0,000 0,071 0,001
0,500 0,115 0,012 0,500 0,114 0,010
1,000 0,120 0,008 1,000 0,121 0,009
2,500 0,249 0,095 2,500 0,255 0,100
5,000 0,220 0,049 5,000 0,218 0,054
10,000 0,259 0,099 10,000 0,254 0,094
15,000 0,423 0,152 15,000 0,407 0,137
30,000 0,548 0,141 30,000 0,534 0,132

Kinetika po 100 minutach Kinetika po 120 minutach

Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,071 0,002 0,000 0,072 0,001
0,500 0,114 0,010 0,500 0,114 0,010
1,000 0,119 0,008 1,000 0,119 0,008
2,500 0,251 0,096 2,500 0,248 0,095
5,000 0,214 0,049 5,000 0,212 0,048
10,000 0,250 0,090 10,000 0,246 0,087
15,000 0,397 0,130 15,000 0,392 0,130
30,000 0,524 0,130 30,000 0,513 0,128

Tab. 4: Tabulka naméfenych hodnot standardu (H202) pro KI metodu (410 nm)

41




Kinetika po 20 minutach
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Kalibra¢ni ktivky standardu (H20) pro KI metodu (410 nm)

42



Kinetika po 20 minutach

Kinetika po 40 minutach

Koncentrace | Absorbance | Smérodatnd | Koncentrace | Absorbance | Smérodatnd
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,085 0,002 0,000 0,088 0,003
0,500 0,180 0,015 0,500 0,187 0,013
1,000 0,189 0,034 1,000 0,198 0,024
2,500 0,286 0,079 2,500 0,342 0,090
5,000 0,321 0,078 5,000 0,350 0,066
10,000 0,378 0,094 10,000 0,411 0,111
15,000 0,596 0,181 15,000 0,640 0,177
30,000 0,836 0,138 30,000 0,906 0,156
Kinetika po 60 minutach Kinetika po 80 minutach
Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,089 0,003 0,000 0,090 0,002
0,500 0,192 0,016 0,500 0,190 0,013
1,000 0,201 0,018 1,000 0,205 0,017
2,500 0,356 0,104 2,500 0,363 0,111
5,000 0,359 0,062 5,000 0,355 0,074
10,000 0,426 0,117 10,000 0,417 0,112
15,000 0,643 0,162 15,000 0,626 0,150
30,000 0,859 0,137 30,000 0,844 0,125
Kinetika po 100 minutach Kinetika po 120 minutach
Koncentrace | Absorbance | Smérodatna | Koncentrace | Absorbance | Smérodatna
[umol/1] [-] odchylka [umol/1] [-] odchylka
0,000 0,090 0,002 0,000 0,091 0,002
0,500 0,189 0,013 0,500 0,188 0,013
1,000 0,200 0,018 1,000 0,198 0,016
2,500 0,356 0,107 2,500 0,352 0,106
5,000 0,348 0,069 5,000 0,344 0,067
10,000 0,410 0,108 10,000 0,405 0,106
15,000 0,615 0,145 15,000 0,608 0,145
30,000 0,829 0,125 30,000 0,814 0,123
Tab. 5: Tabulka naméfenych hodnot standardu (H20:) pro KI metodu (390 nm)
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Kinetika po 20 minutach
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44



6.4. Vliv interferujicich latek u metody s Kl

Jako interferujici latky u metody s Kl byl pozity stejné interferenty (kyselina trans-
skoficova, kyselina p-kumarova) jako u pfedeslé metody, které se bézné vyskytuji
v ptirodé. Ukolem této prace bylo zjistit vliv t&chto latek na vysledky ziskané i touto
metodou.

Meéfeni bylo realizovéano pro dvé koncentrace u obou danych kyselin (5 umol/l, 100

umol/l).

Testovani vazeb interferujicich latek o koncentraci 5 pmol/l s Kl

Potencidlni vliv studovanych latek byl odecten na zakladé odklonu stanovenych
kalibra¢nich ktivek s nizsi koncentraci testovanych interferentli oproti sklonu kalibracni
kiivky pro peroxid vodiku beéhem reakéni doby pro obé vinové délky. Vliv interferentt
byl porovnavan po 40 minutach a po 120 minutach (Obr. 22, Obr. 24, Obr. 26, Obr. 28).
Absorbance odpovidajici ruSivym latkam o niz$i koncentraci vykazuji znacnou zménu
pribéhu, po jednoduchém porovnani v ramci jednotlivych vzorkl byl pozorovan velky
systematicky rozdil a ziskané hodnoty se hodné 1i$i od téch, které odpovidaji standardu

jak v prub¢hu ¢asu, tak pro obé vinové délky.

Pro porovnani rozloZeni hodnot u této metody byly opét pouzity krabicové grafy.
Pro lepsi ptehlednost byly pouZity pouze hodnoty absorbanci odpovidajici prvni
poloviné rozsahu koncentraci H2O2. Z vysledkt je vidét znacny vliv interferujich latek
(Obr. 23, Obr. 25, Obr. 27, Obr. 29). Absorbance roztokd vyrazné poklesla.
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interferet 5 umol/l
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Obr. 22: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 umol/l po
40 minutach pro metodu s KI pti vinové délce 410 nm
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Obr. 23: RozlozZeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o koncentraci

5 pmol/l pro KI (410 nm)
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Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferetii 5 pumol/l
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Obr. 24. Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 umol/l po
120 minutach pro metodu s KI pti vinové délce 410 nm
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Obr. 25: RozloZeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 5 pmol/l pro KI (410 nm)
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interferetd 5 pmol/1
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Obr. 26: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 pmol/l po
40 minutach pro metodu s KI pfi vinové délce 390 nm
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Obr. 27: RozloZeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 5 umol/l pro KI (390 nm)
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Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferetti 5 umol/l
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Obr. 28: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 5 pmol/l po
120 minutach pro metodu s KI pii vinové délce 390 nm
Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferentti 5 umol/l
1,6
1,4t
1,2
1,0t
3
s 08
£
3
2 06
<
D ——
04+
- m]
02+
T T 1
0,0t
O Median
-0,2 : : : : [ 25%-75%
H,0, CoHgO, CoHgO3 1 Min-Max
Obr. 29: RozloZeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 5 pmol/l pro KI (390 nm)
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Testovani vazeb interferujicich latek o koncentraci 100 pmol/l s Kl

Potencialni vliv studovanych latek byl odecten na zakladé odklonu stanovenych
kalibracnich kiivek s nizsi koncentraci testovanych interferenti oproti sklonu kalibra¢ni
ktivky pro peroxid vodiku béhem reakéni doby pro obé vinové délky. Vliv interferentti
byl porovnavan kazdych po 40 minutach a po 120 minutach (Obr. 30, Obr. 32, Obr. 34,
Obr. 36). Absorbance odpovidajici ruSivym latkam o niz$i koncentraci vykazuji
zna¢nou zménu prubéhu, po jednoduchém porovnani v ramci jednotlivych vzorku byl
pozorovan velky systematicky rozdil a ziskané hodnoty se hodné lisi od téch, které

odpovidaji standardu jak v prib&hu ¢asu, tak pro ob¢ vinové délky.

Rozlozeni hodnot absorbanci se pro vinovou délku 410 nm tolik nelisi od rozloZeni
hodnot ovlivnénych nizsi koncentraci interferentd (Obr. 31, Obr. 33, Obr. 35, Obr. 37).
U méfeni pfi vinové délce 390 nm se toto rozloZzeni hodnot vice pfiblizuje ke

kalibra¢nim hodnotdm absorbanci.
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interfereti 100 umol/1
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Obr. 30: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 100 pmol/l
po 40 minutach pro metodu s KI pfi vinové délce 410 nm
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Obr. 31: Rozlozeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o koncentraci

100 umol/1 pro KI (410 nm)
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Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferetii 100 pmol/1
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Obr. 32: Absorbance peroxidu vodiku a interferyjicich kyselin o koncentraci 100 umol/l
po 120 minutich pro metodu s KI pii vinové délce 410 nm
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Obr. 33: RozlozZeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 100 pmol/l pro KI (410 hm)
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Absorbance po 40 minutach pro koncentraci interfereti 100 pmol/l
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Obr. 34: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 100 pmol/1
po 40 minutach pro metodu s KI pfi vinové délce 390 nm
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Obr. 35: RozloZeni hodnot absorbance po 40 minutach pro oba interferenty o koncentraci

100 umol/l pro KI (390 nm)
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Absorbance po 120 minutach pro koncentraci interferetd 100 umol/I|
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Obr. 36: Absorbance peroxidu vodiku a interferujicich kyselin o koncentraci 100 pmol/l
po 120 minutach pro metodu s KI pii vinové délce 390 nm
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Obr. 37: RozloZeni hodnot absorbance po 120 minutach pro oba interferenty o

koncentraci 100 pmol/l pro KI (390 nm)
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7 ZAVER

Bez peroxidu vodiku se v pfirodé neodehravd témét nic, je zakladem vSech
fyziologickych, biochemickych a energetickych procesti v organismech. Koncentraci
peroxidu vodiku lze stanovit fadou metod. Znamé jsou metody luminiscencni a titra¢ni,
mezi které patii jodometrie, manganometrie nebo cerimetrie. Pro detekci v rostlinach se
vSak nejCastéji pouzivaji metody spektrofotometrické diky své jednoduchosti,

senzitivité a diky nenarocnosti na ¢as a ekonomické naklady.

V této praci bylo pojedndno o né€kolika spektrofotometrickych metodach, pro
praktické vyuziti byly pouzity dvé z téchto metod. Metoda vyuZzivajici, pro méfeni

peroxidu vodiku, chlorid titanicity a druha jodid draselny.

Naplni prvni poloviny této prace je literarni reSerSe zaméfend na teoretickou
aplikaci spektrofotometrickych metod v kvalitativni a kvantitativni analyze reaktivnich
forem kysliku se zamétenim na peroxid vodiku. Na zdklad¢ této resSerSe byly navrhnuty

vhodné aplikovatelné spektrofotometrické metody na stanoveni ROS.

Praktickd cast této prace se zaméfuje konkrétn¢ na dvé vybrané
spektrofotometrické metody pro stanovovani ROS. Byla vybrana metoda vyuZzivajici
jodid draselny a metoda vyuzivajici chlorid titani¢ity. Jednim z ukolt bylo provést
posouzeni vlivu interferentl na vysledky spektrofotometrické analyzy. Jako interferujici
latky byly pouzity dvé kyseliny a to kyselina trans-skoficova a p-kumarova. Byl
sledovéan a zkouman vliv téchto interferujicich latek na hodnoty absorbance.

Pfi méfeni absorbance jednotlivych roztokd u metody vyuzivajici TiCls byly
nejprve stanoveny kalibra¢ni kiivky standardu (H202) s ¢asovou diferenci 20 minut pro
ob¢ vinové délky (410 nm, 390 nm). Ktivky byly stanovovany v programu EXCEL 13.
Stejny zpisobem byly méfeny absorbance roztoki standardi (peroxidu vodiku)
s pfidanymi interferujicimi latkami.

Ptitomnost interferentll v roztocich zptisobila vychyleni hodnot absorbance roztokt
standardi od kalibra¢ni kiivky standardu, nicméné vychyleni je minimalni a da se
zanedbat. Naopak u metody vyuzivajici KI se tyto interferenty projevily podstatné
vyraznéji. Dalo by se z toho tedy usoudit, Ze pro stanovovani absorbance roztokil
obsahujici dané interferenty je lepSi pouzit prvni ze zminénych metod a to metodu
S chloridem titani¢itym. Toto tvrzeni podporuji i vysledky z boxploti. U metody
vyuzivajici jako ¢inidlo TiCls se rozlozeni hodnot v boxplotech témét rovna hodnotam
absorbanci standardu. Naopak u metody vyuzivajici KI se toto rozlozeni hodnot vyrazné
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vzdaluje od hodnot absorbanci standardu H205.

U statistického vyhodnocovani namétenych dat byl nejprve pouzit Wilcoxoniv test
pro parové hodnoty. Pii porovnavani hodnot naméfenych metodou vyuzivajici TiCls
tento test prokazal, ze se jedna o parové hodnoty. Odchylky mezi hodnotami byly
minimalni. Pomoci Kruskal — Wallisova testu byly porovnany c¢asové prubchy
absorbance. Distribu¢ni funkce se v podstaté nelisili. Pii vyhodnocovani dat ziskanych
pomoci druhé metody (KI), byly vysledky zcela odlisné. Wilcoxontv test sice prokazal,
ze se jednd o parové hodnoty, ale K — W test potvrdil vyse uvedené zavéry o této
metodé.

Vysledkem této prace je zjiSténi, Ze z metod pouzitych pro stanovovani ROS, je
vhodna pouze metoda vyuzivajici chlorid titanicity. Metoda vyuzivajici jodid draselny

je pro tuto analyzu zcela nevhodna.
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